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論 文 内 容 の 要 旨 
 ≪概要≫  
 全ての生物は真核生物、真正細菌、アーキアの 3 つのドメインのいずれかに分類される。
80ºC 以上の高温環境で生育可能なアーキアは超好熱アーキアと呼ばれ、その生育環境が地
球創生期の環境に類似していることから、超好熱アーキアの酵素の特性解明は、酵素の分
子進化のみならず生物そのものの進化を解明する上で重要である。また、超好熱アーキア
由来の酵素は、一般に高い耐熱性とともに、高い pH 安定性や高い有機溶媒耐性を示し、
極限環境下で高い触媒能を示すことから、さまざまな有用物質の生産、バイオセンサー、
定量用酵素試薬に利用されている。  
 本研究で対象とする Thermococcus litoralis DSM 5473 は、偏性嫌気性の海洋性超好熱
アーキアであり、生育可能な温度範囲が 55ºC~98ºC と広いのが特徴である。これまで、
Thermococcus 属のアーキア由来の酵素の研究は、核酸代謝関連酵素や糖質代謝関連酵素
にを中心に行われ、その酵素科学的な基礎的性質や応用面について数多く報告されている。
一方、Thermococcus 属のアーキア由来のアミノ酸代謝関連酵素に関する報告は、核酸代
謝関連酵素や糖質代謝関連酵素に比べて少なく、特に D-アミノ酸代謝に関与する酵素につ
いてはほとんど報告されていない。  
 そこで本研究では、Thermococcus litoralis DSM 5473 の無細胞抽出液のアミノ酸分析
を行い、最も存在量が多い D-及び L-アスパラギン酸に着目し、本アーキアの未解明な D-
及び L-アスパラギン酸代謝関連酵素の機能について解析し、本菌の D-及び L-アスパラギ
ン酸代謝経路について明らかにするとともに、これらの酵素の応用面の有用性を明らかと
することを目的とした。本研究では、D-アスパラギン酸の生合成に関わるアスパラギン酸
ラセマーゼと L-アスパラギン酸異化代謝の主要な酵素である L-アスパラギン酸オキシダ
ーゼの二つの酵素について、詳細な酵素科学的性質について明らかにした。また、これら
の酵素がアスパラギン酸定量に用いる定量用酵素として有用であることを明らかとし、こ
れらの酵素を用いた新規な D-及び L-アスパラギン酸定量法を開発した。  
 
≪各章の要旨≫  
 第一章では Thermococcus litoralis DSM 5473 の細胞内に、アスパラギン酸、アラニン、
セリン、バリンなどの D-アミノ酸が存在することを明らかにした。特に D-アスパラギン酸
は他の D-アミノ酸に比べて著量に存在し、アスパラギン酸ラセマーゼによって生合成され
ていると考えられた。そこで、T. litoralis DSM 5473 ゲノム上のアスパラギン酸ラセマー
ゼ(AspR)のホモログ遺伝子をクローニングし、発現用宿主 Escherichia coli Rosetta (DE3)
の可溶性画分に発現させ、その遺伝子産物が AspR 活性を有することを明らかにした。T. 
litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸ラセマーゼ遺伝子(Tl-aspr)は、687 bp の塩基対で構
成され 228 のアミノ酸残基をコードしていた。精製酵素(Tl-AspR)の比活性は 1,590 U/mg
であった。Tl-AspR は 56 kDa のサブユニット分子質量をもつホモダイマーで補酵素とし
て PLP を必要としなかった。Tl-AspR は 95ºC の高温条件下でもアスパラギン酸ラセマー
ゼ活性を示し、その活性化エネルギーは 51.8 kJ/mol であった。Tl-AspR は高い熱安定性
を示し、90ºC、11 h の熱処理後も約 50%の活性が残存していた。Tl-AspR は pH 7.5 で最
大活性を示し、pH 6.0-7.0 の間で安定であった。Tl-AspR は D-および L-アスパラギン酸の
他には天然型アミノ酸には活性を示さず高い基質特異性を示した。また非天然型アミノ酸
である L-システイン酸、L-システインスルフィン酸に対しても活性を示し、ヨード酢酸に
よって強く阻害された。部位特異的変異導入の結果から、Cys83 と Cys194 の二つのシス
テイン残基が触媒残基であることが明らかとなった。  
 第二章では T. litoralis DSM 5473 の L-アスパラギン酸オキシダーゼ(LASPO)のホモロ
グ遺伝子(Tl-laspo) (accession no. : OCC_06611)を PCR で増幅し、pET21b ベクターにク
ローニング後、発現用宿主 Escherichia coli BL21 (DE3)に導入することで発現系を構築し、
Tl-laspo を E. coli Bl21 (DE3)の可溶性画分に発現させることに成功した。その遺伝子産
物(Tl-LASPO)は in vitro で FAD 存在下 L-アスパラギン酸オキシダーゼ活性を示した。本
研究は、Thermococcus 属の LASPO の詳細な酵素科学的性質を解明した最初の例である。
Tl-LASPO と既報の Pyrococcus horikoshii OT3 の LASPO の一次構造の類似性は約 65%
であった。Tl-LASPO は約 52 kDa のサブユニット分子質量をもつホモトリマーであった。
本酵素活性は、75ºC まで反応温度の上昇に伴い活性が上昇した。本酵素は、pH 4.5-10.5
の間で活性を示し、pH 8.0 で最大活性を示した。本酵素は 80ºC、1 時間の熱処理後も失活
が見られなかった。反応速度論的な解析の結果、本酵素は 70ºC で最も高い kcat/Km を示し
た。本酵素は L-アスパラギン酸に対し高い基質特異性を示し、それ以外の標準アミノ酸を
基質としなかった。嫌気条件下では、本酵素はフマル酸、2,6-ジクロロインドフェノール
(DCIP)、フェリシアン化カリウムを補因子とした。Tl-LASPO のホロ酵素の吸収スペクト
ルを測定したところ、補酵素 FAD に由来する、380 と 450 nm に吸収極大が見られた。
FAD-Tl-LASPO 複合体における FAD の解離定数(Kd)は、5.9×10-9 M であった。  
 第三章では、第一章、第二章の機能解析の結果、Tl-AspR と Tl-LASPO がいずれも高い
熱及び pH 安定性と基質特異性を有していたことから、これらの酵素は保存性の高いアス
パラギン酸定量用酵素として用いるのに有用であると考え、これらの耐熱性酵素を用いて
新規 D-及び L-アスパラギン酸酵素定量法を開発した。試料中の L-アスパラギン酸濃度の
測定は、Tl-LASPO と西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ(HRP)の共役反応を利用して定量
した。また、総アスパラギン酸の定量は Tl-AspR、Tl-LASPO、HRP の三つの酵素をカッ
プリングさせることで行った。標準 D,L-アスパラギン酸溶液を用いて L-アスパラギン酸、
総アスパラギン酸の検量線を作成した結果、いずれの検量線も 0 - 600 µM の範囲で直線性
が得られた。本法を用いて、様々な D-アスパラギン酸含量(%)の D, L-アスパラギン酸溶液
の D-および L-アスパラギン酸を定量した結果、D-アスパラギン酸含量(%)の低い試料の定
量法としても有効であった。本法は生体試料や食品サンプルのような L-アスパラギン酸を
豊富に含むサンプルに対しても有効であると考えられたため、食品サンプルのモデルとし
て、日本酒試料と黒酢試料を用いて本酵素法と高速液体クロマトグラフィー法 (HPLC 法)
を比較した。日本酒、黒酢いずれのサンプルも酵素法を用いた定量値と HPLC 法を用いた
定量値は同程度の値を示した。以上の結果から本新規 D-及び L-アスパラギン酸酵素定量法
は、生体試料や食品試料中の D-, L-アスパラギン酸分析に有用なツールとなることが明ら
かとなった。  
論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
 論文提出者は、Thermococcus litoralis DSM 5473 の二つのアスパラギン酸代謝関連酵
素の機能の解明とこれらの酵素を用いた D-及び L-アスパラギン酸定量への応用に関する
研究を行い、Thermococcus 属の超好熱アーキアから初めてアスパラギン酸ラセマーゼと
L-アスパラギン酸オキシダーゼの大腸菌での発現に成功し、これらの酵素の詳細な酵素科
学的性質を解明した。特に Thermococcus litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸ラセマー
ゼ遺伝子は、2013 年に解読された同アーキアのゲノムには accession no.: OCC_ 13510 
(length: 219 bp; 72 aa), OCC_13515 (length: 471 bp; 156 aa), and OCC_11152 (length: 
678 bp; 225 aa)の三つの遺伝子が登録されていたが、本研究の結果、これらの遺伝情報は
誤っていることが明らかとなり、accession no.: LC034559 として 新規に登録した点は大
きな成果の一つであると判断される。さらに、これらの酵素を用いた新規 D-及び L-アスパ
ラギン酸酵素定量法の開発に成功した。HPLC を用いる食品中の D-及び L-アスパラギン酸
の定量分析では、D-及び L-アスパラギン酸の溶出時間が近接しているため、食品など試料
中に L-アスパラギン酸が大量に含まれている場合、D-アスパラギン酸のピークが L-アミノ
酸のピークと重なり、定量が困難であることが問題となっている。論文提出者が開発した、
新規 D-及び L-アスパラギン酸酵素定量法は、D-アスパラギン酸濃度：L-アスパラギン酸濃
度 = 5 : 95 のモデルサンプルでも D-アスパラギン酸と L-アスパラギン酸を定量すること
ができることが明らかとなった。これにより、食品の旨みや総合評価を高める様々な食品
中の D-アスパラギン酸の簡便且つ精度の高い定量が可能となった。またこれらの研究成果
は、極限生微生物の国際的ジャーナルとして名高い Extremophiles に 2 報、微量栄養素学
会誌に 1 報として印刷・公表されている。  
 以上の結果から、Thermococcus litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸ラセマーゼと L-
アスパラギン酸オキシダーゼの機能が初めて明らかとなった。またこれらの酵素を用いる
D-及び L-アスパラギン酸酵素定量法が初めて開発された。本論文の知見は、基礎面では超
好熱アーキアの D-アミノ酸代謝の研究分野に新しい局面をもたらすとともに、応用面では
今後新たな微生物の D-アミノ酸定量法の開発に貢献するものと考えられる。  
 よって、本論文は博士論文として価値あるものと認める。  
 
